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Genetic diversity of Rhizoctonia cerealis isolates from western Poland

Zrdznicowanie genetyczne izolatéw Rhizoctonia cerealis pochodzgcych
z zachodniej Polski

llona Swierczyriska, Katarzyna Pieczul

Summary

Rhizoctonia cerealis cause sharp eyespot, a common disease of cereals in Poland. The study was aimed at assessing the level of
genetic diversity of R. cerealis isolates from the Wielkopolska region using RAPD (random amplification of polymorphic DNA) method.
All isolates were identified by staining of nucleus in hyphal cells with a safranin solution. Genomic DNA (deoxyribonucleic acid) was
extracted from fresh mycelium growing on NB (nutrient broth) liquid medium. The PCR (polymerase chain reaction) reaction was
carried out using a series of RAPD primers. The isolates showed high level of genetic diversity. There was no correlation between the
host plant, a place of origin of the isolates studied, and their RAPD profiles.

Key words: sharp eyespot, Rhizoctonia cerealis, genetic diversity, RAPD

Streszczenie

Rhizoctonia cerealis powoduje ostrg plamistos¢ oczkowa, powszechng w Polsce chorobe podstawy Zdzbta zbdz. Przeprowadzone
badania miaty na celu poznanie zréznicowania genetycznego izolatow R. cerealis pochodzgcych z terenu Wielkopolski za pomoca
metody RAPD (random amplification of polymorphic DNA). lzolaty zostaty zidentyfikowane na podstawie wybarwiania jader
komoérkowych safraning. Izolacje DNA (deoxyribonucleic acid) przeprowadzono z grzybni rosngcej na pozywce NB (nutrient broth).
Reakcje PCR (polymerase chain reaction) przeprowadzono z wykorzystaniem szeregu starterow RAPD. Badane izolaty wykazaty wysoki
poziom zréznicowania genetycznego badanych izolatéw. Nie stwierdzono korelacji pomiedzy rosling zywicielskg i miejscem
pochodzenia izolatéw a i ich profilami RAPD.
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Wstep / Introduction

Rhizoctonia cerealis Van der Hoeven (Ceratobasidium
cereale D. Murray & L.L. Burpee) nalezy do podstaw-
czakow. Patogen ten nie wytwarza zarodnikow koni-
dialnych, a jego stadium doskonale jest rzadko spotykane
w naturze. Ze wzgledu na rozng ilos¢ jader komoérkowych
gatunki z rodzaju Rhizoctonia dzielg si¢ na dwie grupy:
gatunki dwujadrowe i gatunki wielojadrowe. Za pomoca
wybarwiania jader komoérkowych mozna dokonaé
identyfikacji gatunku R. cerealis, ktory posiada po dwa
jadra w kazdej komorce (Hoeven i Bollen 1980).

Grzyb powoduje ostra plamistos¢ oczkowa, powszechna
w Polsce chorobg¢ zbdz. Nazwa choroby pochodzi od
charakterystycznych symptoméw wystepujacych na zaka-
zonej roslinie. Typowe objawy choroby to ostro zakonczone
eliptyczne przebarwienia z wyraznie zaznaczona brunatng
obwodka obserwowane na podstawie zdzbta roslin. Patogen
moze przetrwaé jako grzybnia w szczatkach roslin lub w
postaci sklerocjow w glebie. Nasilenie choroby w zasiewach
zalezy rowniez od systemu uprawy (Colbach i wsp. 1997)
oraz przebiegu pogody (Clarkson 1983).

Przeprowadzone badania mialy na celu okreslenie
poziomu zroéznicowania genetycznego izolatow R. cerealis
pochodzacych z zachodniej czgsci Polski za pomoca me-
tody RAPD (random amplification of polymorphic DNA).

Tabela 1. Izolaty R. cerealis przeznaczone do badan
Table 1. Isolates of R. cerealis intended for the study

Materiaty i metody / Materials and methods

Izolaty byly zbierane na terenie Wielkopolski.
Wszystkie pochodzily z naturalnie porazonych fragmentow
podstawy zdzbla pszenicy, zyta i jeczmienia (tab. 1).
Izolacje z materialu roslinnego przeprowadzono wedhug
standardowej procedury. Wszystkie izolaty zostaly
zidentyfikowane mikroskopowo przez wybarwienie jader
komorkowych zasadowym roztworem safraniny. Szczepy
dwujadrowe zostaty oznaczone jako R. cerealis. Do badan
wybrano 46 izolatow R. cerealis i 1 izolat R. solani (R 39).
Wszystkie przeznaczone do badan izolaty hodowano na
pozywce PDA (Potato Dextrose Agar). Z kultur 3-ty-
godniowych wycinano korkoborem 0,5 cm krazki i prze-
noszono na plynna pozywke NB (nutrient broth)
w szklanych probowkach. Tak przygotowane kultury
umieszczano na wytrzasarce i hodowano w temperaturze
22°C az do uzyskania ilosci grzybni odpowiedniej do
izolacji DNA.

Izolacje DNA przeprowadzono z grzybni rosnacej na
pozywce NB. Wykorzystano do tego celu zestaw do
izolacji ,,.DNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen), izolacjg
przeprowadzono wedlug procedury producenta. Koncen-
tracj¢ otrzymanego DNA zmierzono przy uzyciu spektro-
fotometru.

Lp. | Numer izolatu | Roslina zywicielska Pochodzenie | Lp. Numer izolatu | Roslina zywicielska Pochodzenie

No. | Isolate number Host plant Origin No. Isolate number Host plant Origin
1 R1 pszenica — wheat - 25 R25 pszenzyto — triticale Wojnowice
2 R2 pszenica — wheat Pawtowice 26 R 26 pszenzyto — triticale Wojnowice
3 R3 pszenica — wheat Pawtowice 27 R 27 pszenzyto — triticale Wasowo
4 R4 pszenica — wheat Pawlowice 28 R 28 zyto —rye Daleszyce
5 RS pszenica — wheat Pawlowice 29 R 29 pszenzyto — triticale Wasowo
6 R6 pszenica — wheat Pawtowice 30 R 30 pszenica — wheat Wojnowice
7 R7 pszenica — wheat Pawlowice 31 R 31 pszenica — wheat Wojnowice
8 R 8 pszenica — wheat Baborowko 32 R 32 jeczmien — barley Wasowo
9 R9 pszenica — wheat Baboroéwko 33 R33 jeczmien — barley Wasowo
10 R 10 pszenica — wheat Karnice 34 R 34 pszenica — wheat Sokotowo
11 R11 jeczmien — barley Rzewnowo 35 R35 pszenica — wheat Pawtowice
12 R 12 pszenica — wheat - 36 R 36 pszenica — wheat Ostrowek
13 R 13 pszenzyto — triticale Tomice 37 R 37 jeczmien — barley Wasowo
14 R 14 pszenzyto — triticale Pniewy 38 R 38 pszenica — wheat Rzeszow
15 R 15 pszenica — wheat Separowo 39 R 39 rzepak — rape -
16 R 16 pszenica — wheat Jeziorki 40 R 40 pszenica — wheat Pawtowice
17 R 17 pszenica — wheat Pawlowice 41 R 41 pszenica — wheat Pawtowice
18 R 18 pszenzyto — triticale Konarzewo 42 R 42 pszenica — wheat Zalipie
19 R 19 pszenica — wheat Mikoszewo 43 R 43 pszenica — wheat Lagiewniki
20 R 20 pszenica — wheat Glubczyce 44 R 44 pszenzyto — triticale Lagoéw
21 R 21 pszenica — wheat Glubczyce 45 RS 45 pszenica — wheat Lagiewniki
22 R22 jeczmien — barley Swidnica 46 R 46 pszenica — wheat Lagiewniki
23 R23 pszenica — wheat Wschowa 47 R 47 pszenica — wheat Lagiewniki
24 R 24 pszenica — wheat -
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Do reakcji PCR (polymerase chain reaction) wykorzys-
tano startery RAPD: OPA 04 (5-AATCGGGCTG-3), OPA
09 (5-GGGTAACGCC-3), OPA 13 (5-CAGCACCCAC-3)
i OPJ 04 (5-CCGAACACGG-3). Kazda reakcje prze-
prowadzono dwukrotnie w mieszaninie reakcyjnej o objg-
tosci 12,5 pl zawierajacej: 0,5 U polimerazy Taq i 1,25 pul
10 x bufor PCR (Fermentas), 200 mM mix dNTP, 2,5 mM
MgCl,, 0,8 uM starter, 30 ng matrycowego DNA. Ampli-
fikacja PCR zostala przeprowadzona zgodnie z pro-
gramem: 2 min w 94°C; nastepnie 39 cykli: 1 min w 94°C,
1 min w 36°C, 1,5 min w 72°C, a na koncu 5 min w 72°C.
Produkty PCR byly rozdzielane na 1,5% zelu agarozowym
zawierajacym 0,25 pg/ml bromku etydyny i przez 67 go-

3,56

dzin pod napigciem 70 V. Otrzymane produkty PCR
zostaly ocenione i sfotografowane w $wietle UV.

Analizg statystyczna przeprowadzono przy wykorzys-
taniu programu Statistica. Jako metod¢ klasyfikacji
poszczegodlnych przypadkéw wybrano analize skupien.
Grupowanie dokonywano metoda aglomeracji peinego
wiazania. Produkt reakcji PCR-RAPD o okreslonej
wielko$ci znajdujacy si¢ w pojedynczej linii traktowano
jako pojedyncza cechg izolatu oznaczajac jako 1, a jego
brak jako 0. Analizg statystyczna przeprowadzono tacznie
dla wszystkich starter6w, a wyniki przedstawiono w for-
mie dendrogramu (rys. 1).
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Rys. 1. Podobiefistwo genetycznego badanych izolatow R. cerealis

Fig. 1. The genetic similarity of tested R. cerealis isolates

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Badania genetyczne z wykorzystaniem technik PCR
maja coraz szersze zastosowanie w diagnostyce grzybow.
Moga stuzy¢ m.in. do wykrywania obecnosci patogenow
w probie ro$linnej jak i okre$lania zréznicowania gene-
tycznego badanych patogenow (Nicholson i Parry 1996;
Irzykowska i wsp. 2005). Badane izolaty wykazaty wysoki
poziom zrdéznicowania genetycznego (rys. 1). Na pod-
stawie przeprowadzonych analiz wyodrgbnionych zostato
38 profili RAPD. Uzyskane wyniki potwierdzaja obser-
wacje innych autoréw dotyczacych wysokiego stopnia
réznorodnosci genetycznej izolatow R. cerealis (Irzykow-
ska 1 wsp. 2005). Analiza statystyczna uzyskanych
wynikéw rozdziatdow elektroforetycznych produktow
RAPD pozwolita na podzielenie izolatdéw na grupy zawie-
rajace szczepy charakteryzujace si¢ wyzszym stopniem
podobienstwa genetycznego. Najwigksza grupa (III) za-
wiera 5 izolatow o takich samych profilach RAPD,
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pochodzacych z réznych lokalizacji geograficznych. Kolej-
na wigksza grupa (II) zawiera cztery izolaty pochodzace
takze z r6znych miejsc. Pozostale izolaty zostaly sklasy-
fikowane jako odrgbne — jedno- lub dwuelementowe grupy
charakteryzujace si¢ nizszym stopniem podobienstwa
genetycznego.  Podobienstwo  pomigdzy  badanymi
izolatami zostalo przedstawione w postaci dendrogramu
(rys. 1). Nie stwierdzono korelacji pomigdzy miejscem
pochodzenia a ros$ling zywicielska izolatéw i ich profilem
RAPD.

Whioski / Conclusions

1. Analiza danych RAPD wykazata wysoki poziom ro6z-
norodno$ci pomigdzy testowanymi izolatami R. ce-
realis.

2. Nie stwierdzono korelacji migdzy pochodzeniem i ros-
ling zywicielska izolatow a ich profilem genetycznym.
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